イヌノウユライシンケイエイヨウインシ (BDNF) イデンシ ノ タケイケンサク オヨビ イチエンキタガタ (-72G>A,60C>A) ト カツドウセイ キョウフセイスコア トノ カンレンセイ by 木島 愛美 et al.
J. Agric. Sci., Tokyo Univ. Agric., 57 (1), 71-77 (2012)
東京農大農学集報，57（1），71-77（2012）
イヌ脳由来神経栄養因子（BDNF）遺伝子の
多型検索および一塩基多型（-72G＞A，60C＞A）
と活動性─恐怖性スコアとの関連性
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要約：本研究ではイヌの行動特性関連候補遺伝子として BDNF 遺伝子に着目した。多型検索を行った結果，
6 箇所の一塩基多型（SNPs；-2452G＞C，-2439A＞T，-2260T＞C，-139C＞T，-72G＞A および 60C＞A）
が特定され，-2452G＞C 多型と -2439A＞T 多型，-72G＞A 多型と 60C＞A 多型の間でそれぞれ高率な連鎖
が確認された。また，-72G ＞ A および同義置換であることが推測された 60C＞A については，活動性‒恐怖
性スコアとの間に有意な関連が認められた。
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1．　緒　　　言
　イヌ（Canis lupus familiaris）はヒトとの長い共存の歴
史の中で，多様な利用目的に適合させるため，人為的な選
抜育種が繰り返された。その結果，容姿だけでなく，変化
に富んだ行動特性を示すさまざまな品種（犬種）が作出さ
れた1）。現在の日本では多くのイヌが一般家庭で伴侶動物
として飼育されており，牧羊犬や狩猟犬など，本来の目的
で活躍している個体は非常に少ない。しかし，飼養の形態
に関わらず，犬種特有の行動特性はある程度保存されるこ
とから 2），行動特性の差異は飼養形態のみならず，犬種の
遺伝的背景にも強く関連して現れていることが推察され
る。
　1999 年，NIIMI らによりゴールデンレトリーバーとシバ
の 2 犬種におけるドーパミン D4 受容体遺伝子（D4DR）の
遺伝的多様性3） が報告された。それ以降，ドーパミン受容体
やセロトニン受容体などの神経伝達関連遺伝子群は，イヌ
の行動特性に関連する可能性をもつ遺伝子として盛んに調
査されてきた。これまでにカテコール O-メチル基転移酵素
遺伝子，セロトニン受容体1B，2Aおよび2C遺伝子，DRD4
遺伝子，solute carrier family 1, member 2（SLC1A2）遺
伝子，トリプトファンヒドロキシラーゼ 2 遺伝子， グルタ
ミン酸脱炭酸酵素遺伝子4-9） など，多くの神経伝達物質関連
遺伝子における多型が報告され，多型性の犬種差が調べら
れている。イヌにおいて，行動特性と遺伝子の関係を初め
て明らかにしたのは TAKEUCHI らで，シバを対象とした研
究で種々の遺伝子多型と行動特性との関連を分子生物学的
および統計学的に調査し，solute carrier family 1, member 
2（SLC1A2）遺伝子の 471T＞C と攻撃性が有意に関連して
いることを明らかにした10）。また，同年に発表されたラブ
ラドールレトリーバーを対象とした研究では，SLC1A2 遺
伝子の 471T＞C およびカテコール O-メチル基転移酵素遺
伝子の 216G＞A と活動性が有意に関連していることが明
らかにされており11)，脳内における興奮性アミノ酸の細胞
内取り込みを行うトランスポーター遺伝子であるSLC1A2
遺伝子の多型が興奮性アミノ酸の伝達効率を変化させる可
能性を示している。また，2010 年にはイヌのメラノコル
チン 2 受容体遺伝子における 600G＞C と訓練能スコアと
の関連性が示されている12）。
　BDNF（brain derived neurotrophic factor）は，ニュー
ロンの分化や神経機構に重要であるとされる脳由来神経栄
養因子である。ヒトでは BDNF 遺伝子の多型が，健常な
女性の外向性や報酬依存性に強く関連することが明らかに
されている13）。また，うつ病14） との関わりについての報告
もなされている。ヒト BDNF 遺伝子のプロモーター領域
-281C＞A 多型において，A アレルを持つ個体は損害回避傾
向が低くなること，さらに mRNA 発現にも関与している
ことが示されている15）。ヒト BDNF 遺伝子の 66Val＞Met
多型において Val/Met あるいは Met/Met 型のヒトは Val/ 
Val 型に比べて人格検査法である NEO-Personality Inven- 
tory formsにおける神経症スコアが有意に低いことが示さ
れている16）。
　イヌにおいて BDNF は脳神経機能改善に重要である17）
とされている。イヌ BDNF 遺伝子は 21 番染色体上に位置
し，コード領域の全長は 744-bp で，イントロンを持たな
い遺伝子である。イヌゲノムプロジェクトにより全配列が
判明しているものの，遺伝子多型に関する報告はなされて
いない。また，イヌの BDNF 遺伝子におけるプロモーター
*
**
東京農業大学農学研究科バイオセラピー学専攻
東京農業大学農学部バイオセラピー学科
72 木島・増田・佐々木・土田・大石
領域の特定は行われていない。そこで本研究では，イヌの
BDNF 遺伝子における多型検索を行い，行動特性との関
連性を見出すことを目的とした。
2．　材料および方法
　⑴　ターゲット領域の設定およびプライマーデザイン
　本研究における遺伝子多型検索のターゲット領域は，イ
ヌの BDNF 遺伝子のコード領域とプロモーター領域とし
た。翻訳開始コドンより上流にある TATA 様配列をプロ
モーター領域と想定し，ターゲット領域（翻訳開始コドン
上流域：-2750～-1754）に含めた。GENBANK に登録され
ているイヌの塩基配列（AAEX02028550，NC_006603. 2 お
よび XM_850457）を基に，ターゲット領域を A 領域（-2750
～-1754；997 bp），B 領域（-426～570；996 bp），C 領域（32
～685；580 bp），D 領域（445～1263；819 bp）の合計 4 領域
に分割し，BDNF 遺伝子のターゲット領域全てを増幅で
きるようにプライマーを設計した。-1753～-427 の領域の
付近には TATA 様配列が存在しなかったことから，本研
究においてはターゲット領域に設定しなかった。
　⑵　BDNF遺伝子の多型検索
　多型検索におけるサンプルは東京大学大学院農学生命科
学研究科獣医動物行動学研究室から提供を受けたイヌゲノ
ム DNA12, 18） を使用した。多型検索には血縁関係の無い個
体を領域毎にそれぞれ 10 検体以上供試した4-8）。サンプル
数は A 領域 10 検体，B 領域 10 検体，C 領域 11 検体，D 領
域 11 検体で検索を行った。各領域の検体のうち，6 検体
は共通の個体のイヌゲノム DNA を使用したが，サンプル
残量が足りなかったため，残りはそれぞれ異なる個体のイ
ヌゲノム DNA で補填した。PCR に用いたプライマー一
覧を表 1 に示す。なお，B 領域は，PCR 後の電気泳動で
バンドが確認できない場合には，表 1 に示す B’ のプライ
マーペアを用いて増幅した。PCR の酵素は ExTaq（タカラ
バイオ株式会社）を用い，テンプレート DNA 30 ng を含
む全量 50 μl（buﬀ er, dNTP, primer を含む）に試薬を調整
した。PCR の条件は 95℃，5 分間のプレ熱変性後，熱変性
（95℃，30 秒），アニーリング（任意の温度および時間），
および伸長反応（72℃，任意の時間）を 35 サイクル，つい
で最終伸長反応（72℃，5 分間）とした。なお，各領域の
アニーリング反応の温度，時間および伸長反応の時間は，
A 領域；54℃，60 秒および 90 秒，B 領域；60℃，50 秒およ
び 30 秒，C 領域；56℃，30 秒および 90 秒，D 領域；56℃，
50 秒および 90 秒とした。その後 1.5% アガロースゲルを
用いて電気泳動を行い，目的鎖長のバンドを確認した。 
PCR 産物はシーケンシング（DNA 受託解析サービス；マ
クロジェンジャパン）により得た塩基配列を GenBank 登
録配列（AAEX02028550）とアライメントすることによ
り多型の有無を判定した。
　⑶　多型に基づくゲノムスクリーニング
　多型検索において A 領域と B 領域にのみ多型を特定す
ることができた。そのため，この 2 領域において行動特性
との関連を調査することとした。材料となるイヌのゲノム
DNA は東京大学大学院農学生命科学研究科獣医動物行動
学研究室より提供を受けた。ゲノム DNA はゴールデンレ
トリーバー，ラブラドールレトリーバー，マルチーズ，ミ
ニチュアシュナウザー，シバの 5 犬種で構成されている。
全てのゲノム DNA 提供個体（イヌ）は，獣医師により，
12 の行動特性（臆病，よく吠える，活発，イヌに攻撃的，
ヒトに攻撃的，過敏，おとなしい，好奇心旺盛，人なつっ
こい，神経質，従順，興奮しやすい）から複数選択方式で
の行動特性評価がなされている。それらの評価は数量化三
類解析により算出された，3 種類の行動特性軸に関するサ
ンプルスコアが得られているものである。3 種類の行動特
性軸は，それぞれ，攻撃性─社会性（統計学的に「ヒトに
攻撃的」，「イヌに攻撃的」，「過敏」，「よく吠える」の 4 項目
が正に突出し，「従順」，「おとなしい」の 2 項目が負に突
出することで特徴づけられる行動特性），活動性─恐怖性
（統計学的に「活発」，「好奇心旺盛」，「興奮しやすい」の
3 項目が正に突出し，「臆病」，「おとなしい」，「神経質」，「ヒ
トに攻撃的」の 4 項目が負に突出することで特徴づけられ
る行動特性），大胆─過敏性（統計学的に「イヌに攻撃的」，
「よく吠える」の 2 項目が正に突出し，「ヒトに攻撃的」，｢
好奇心旺盛」，「過敏」の 3 項目が負に突出することで特徴
づけられる行動特性）を弁別するものである18）。
　本研究では，ヒトでの研究で，BDNF 遺伝子の多型と
神経症スコアとの関連が報告されていること16） を参考と
して，獣医師によるアンケートにより，神経質と判断され
た個体と神経質と判断されなかった個体を基準にサンプル
選択を行った。その際，5 犬種の個体数がほぼ同数になる
よう配慮した。神経質と判断された個体を 27 検体，神経
質と判断されなかった個体を 29 検体，すなわち共通した
合計 56 検体を選抜して A 領域および B 領域について遺伝
子型判別に用いた。遺伝子型の判別は，シーケンシングの
波形のピークを元に判定した。その際，ヘテロ接合体につ
いてはシーケンシング波形の蛍光ピーク強度が同等である
ことをもって判別した。
　⑷　多型とサンプルスコアの関連解析
　本研究で使用したサンプルの行動特性スコアと 6 箇所の
多型（SNPs；-2452G＞C，-2439A＞T，-2260T＞C，-139C＞
T，-72G＞A および 60C＞A）との関連性はエクセル統計
2008（社会情報システム）を用い Kruskal-Wallis test およ
び Mann-Whitney U test により検定した。
表 1　本研究で用いたプライマーペア一覧
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3．　結　　　果
　⑴　多型検索の結果
　多型検索の結果，A 領域（-2750～-1754）では -2452G＞C，
-2439A＞T，-2260T＞C を，B 領域（-426～570）では -139C
＞T，-72G＞A，60C＞A の 6 箇所の SNP を特定した。C 領
域，D 領域には多型は確認されなかった。
　⑵　ゲノムスクリーニングの結果
　ゲノムスクリーニングにより得られた各多型における犬
種別の遺伝子型，アレル頻度，ヘテロ接合度（Hetero- 
zygosity）を表 2 に示した。B 領域の神経質と判断された
3 検体，神経質と判断されなかった 3 検体については，遺
伝子型を判別することができなかった。
　A 領域の -2452G＞C と -2439A＞T の間に 100％の連鎖が
認められた。すなわち，-2452G＞C が G/G 型のとき -2439A
＞T が A/A 型，G/C 型のとき A/T 型，C/C 型のときには
T/T 型が検出された。また，B 領域の -72G＞A と 60C＞
A の間においても 98％の連鎖が認められた。すなわち，B
領域において-72G＞AがG/G型のとき60C＞AがC/C型，
G/A 型のとき C/A 型，A/A 型のとき A/A 型が高率に検
出された。
　多型頻度の犬種間検定については，サンプル数が十分で
なかったため，行わなかった。A 領域 -2452G＞C と -2439A
＞Tにおいて，シバにC/C型，T/T型は認められなかった。
また，-2260T＞C において，C アレルがシバとマルチーズ
の 2 犬種のみに認められた。さらに，B 領域 -139C＞T に
おいて，T アレルがラブラドールレトリバーにのみ認めら
れた。また，-72G＞A と 60C＞A において，シバとマルチー
ズの 2 犬種で G/G 型，C/C 型のみが検出された。
　⑶　本研究で同定された多型とサンプルスコアとの関連性
　本研究において同定された 6 箇所の一塩基多型と 3 種類
の行動特性軸に関するサンプルスコアとの関連性について
検定を行った結果を表 3 に示した。6 箇所の一塩基多型の
うち，-72G＞A および 60C＞A の遺伝子型と活動性─恐怖
性スコアとの間に有意な関連が認められた（-72G＞A；p
＝0.0177，60C＞A；p＝0.0087， Kruskal Wallis test）。また，
-72G＞A および 60C＞A のアレル間においても，同様の有
表 2　 イヌ BDNF 遺伝子の翻訳領域および上流域に認められた
一塩基多型
表 3　遺伝子型およびアレルと行動特性との関連性検定結果
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意な関連性が認められた（-72G＞A；p＝0.0045，60C＞A；
p＝0.0021，Mann-Whitney U test）。それらの結果を図 1 に
示した。また，-72G＞A および 60C＞A との有意な関連が
認められた活動性─恐怖性スコアに犬種差は認められな
かった。（Kruskal-Wallis test, p＞0.05）
4．　考　　　察
　⑴　本研究で明らかになった一塩基多型
　本研究では BDNF 遺伝子のコード領域とともに，同遺
伝子のプロモーター領域を視野に入れ，TATA 様配列の
見られた 5’ 側非コード領域を含む領域をターゲットとし
て設定した。イヌの BDNF 遺伝子におけるプロモーター
領域は未だ特定されていないが，ヒト BDNF 遺伝子コー
ド領域に存在する一塩基多型とプロモーター領域の多型に
は損害回避傾向に対して相関関係があることが報告されて
いる14） ことから，翻訳開始コドン上流の多型検索は有意義
なものであると考えられた。本研究で明らかになった 6 箇
所の一塩基多型のうち，5 箇所（-2452G＞C，-2439A＞T，
-2260T＞C，-139C＞T および -72G＞A）は翻訳開始コドン
の上流域に位置しており，これらの SNPs が BDNF 遺伝
子のプロモーター領域に位置する可能性は考えられるが，
イヌのBDNF遺伝子の発現系を解明するためにもプロモー
ター領域の特定は今後，必要不可欠になると考えられた。
一方，コード領域で確認された 60C＞A は同義置換である
と推測された。これら多型頻度の犬種差については統計学
的に確認することができなかったが，本研究で明らかに
なった 6 箇所の一塩基多型全てにおいて，犬種間に差があ
るように思われた。今後はサンプル数を拡大してそれらの
犬種差を検証する必要がある。また同時に，-2452G＞C と
-2439A＞T，および -72G＞A と 60C＞A について，犬種
を越えて高率で連鎖しているか否かを確認しなければなら
ない。
　⑵　-72G＞Aおよび 60C＞Aと活動性 -恐怖性スコア
　6 つの新規 SNPs のうち，60C＞A 多型はコード領域に
位置しており，同義置換であると推察されたこれまで同義
置換は遺伝子の発現機構に何ら影響を与えないものである
とされてきたが，近年，同義置換であってもドーパミン
D2 受容体（D2DR）遺伝子やカテコール-O-メチル基転移
酵素遺伝子における mRNA の安定性に関与することが示
唆された19, 20）。すなわち，本研究で同定された 60C＞A は，
同義置換であっても遺伝子発現に影響を及ぼす可能性が考
えられた。今後はイヌ BDNF の 60C＞A が mRNA の安定
性や発現量に及ぼす影響を，検討する必要がある。さらに，
アミノ酸やタンパク質の発現量もまた検討していく必要が
あると考えられた。-72G＞A についても 60C＞A との高率
な連鎖を考慮に入れつつ，検討を行う必要がある。
　活動性─恐怖性スコアは，サンプルスコアが高いと活動
性が高く，逆に低いと恐怖性が高いと判断される18）。本研
究の結果から，60C＞A において A アレルを持つ個体（A/
A および C/A 型）は A アレルを持たない個体（C/C 型）
よりも活発であり，逆に A アレルを持たない個体（C/C 型）
は A アレルを持つ個体（A/A および C/A 型）よりも怖が
りであると判断された。さらに，-72G＞A と 60C＞A にお
けるヘテロ型（G/A 型，C/A 型）が高い活動性スコアを
示していること，そして活動性─恐怖性スコアと A アレ
ルの有無に有意な関連が認められ，G アレルおよび C ア
レルの有無で有意な関連が認められていないことから，
-72G＞A と 60C＞A において，それぞれ A アレルは G ア
レル，C アレルに対して優性である可能性が考えられた。
そのため，今後は親子関係など，血縁関係にある個体を用
いて活動性─恐怖性スコアと BDNF 遺伝子 -72G＞A およ
び 60C＞A との関連性を検討する必要があると考えられ
た。
　本研究においてはイヌ BDNF 遺伝子に認められた多型
図 1　 イヌ BDNF 遺伝子の一塩基多型と活動性─恐怖性スコアの
関連性。a）-72G＞A と活動性─恐怖性スコア。G/G 型が G/
A および A/A 型に比べて有意に低いスコアを示した（p≦
0.05，post hoc test）。また，A アレルの有無でスコアに有
意な差が認められた（p＝0.0045, Mann-Whitney U test）。b）
60C＞A と活動性─恐怖性スコア。C/C 型が C/A および
A/A 型に比べて有意に低いスコアを示した（p≦0.05, post 
hoc test）。また，A アレルの有無でスコアに有意な差が認
められた（p＝0.0021, Mann-Whitney U test）。エラーバー
は標準誤差を示す。
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と行動特性との関連を確認できた。2009 年に神経伝達に
関連する SLC1A2 遺伝子と攻撃性との関連が示されてい
る10） こと，2005 年に行われたヒトの BDNF 遺伝子多型と
気分障害との関連研究ではプロモーター領域の -281C＞A
多型において A アレルを持つ個体は損害回避傾向が低く
なること，さらに mRNA 発現にも関与していることが示
されている15） ことからも，アレルでのイヌの行動特性比較
は有意義なものであり，本研究で得られた BDNF 遺伝子
と活動性─恐怖性スコアとの関連も重要な結果の一つであ
ると考えられた。さらに，本研究で用いたサンプルにおい
て活動性─恐怖性スコアの犬種差は認められなかったが，
さらにサンプル数を増やし，特定の犬種内で多型とスコア
との関連性を検討することで，本研究で認められた関連性
が，犬種の枠を越えた遺伝的背景が行動特性に影響を及ぼ
していることを，証明しうると考えられた。
5．　結論と展望
　本研究ではイヌの行動特性関連候補遺伝子としてBDNF
遺伝子に着目し，多型検索を行い，行動特性との関連性に
ついて検討した。遺伝的背景の異なる複数犬種をサンプル
として用いることは，犬種特異的な行動特性との関連を見
出す際には，長所と短所が存在する。長所は，バリエーショ
ン豊かな行動特性の犬種差を，遺伝的特徴の差として見出
すことができるという点である。一方，短所は，行動特性
と多型分布の両方に犬種差が認められれば，注目した遺伝
子多型が行動特性の差異に影響しているか否かを明確にで
きない点である。
　今回は活動性─恐怖性スコアに犬種差が認められなかっ
たため，今後はサンプル数を拡大することによりさらなる
検討を行うとともに，活動性─恐怖性スコアとの関連が認
められた 60C＞A の機能解析を行い，行動特性の違いにど
のように結びついているのかを検討する必要がある。
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The Polymorphism Screening and Association Study
between Activeness-Fearfulness Discrimination
Scores and Single Nucleotide Polymorphisms,
-72G＞A, 60C＞A Identiﬁ ed in Canine Brain
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) Gene
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Summary：The present study demonstrated polymorphism screening of canine brain derived neuro-        
trophic factor gene as one of behavioral trait relatives.  We identified six novel single nucleotide polymor-        
phisms (SNPs ; -2452G＞C, -2439A＞T, -2260T＞C, -139C＞T, -72G＞A and 60C＞A), -2452G＞C and -2439A
＞T were highly linked as well as -72G＞A and 60C＞A.  The statistical analyses revealed that and the 
-72G＞A and 60C＞A (60C＞A as synonymous mutation), were significantly associated with ‘activeness-
fearfulness discrimination scores’.
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